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INDUÇÃO DE CALOS IN VITRO EM ESTAMINÓIDES DE CUPUAÇUZEIRO 
(Theobroma grandiflorum)
Resumo: Ampliação do mercado de frutas exóticas proporcionou a expansão do 
cultivo do cupuaçuzeiro, uma fruteira encontrada espontaneamente na Amazônia com 
excelente potencialidade de mercado para exploração da polpa, entretanto tem limitação 
para obtenção de materiais  vegetais  homogêneos.  Nesse trabalho,  objetivou-se obter 
calos  in vitro em estaminóides de cupuaçu. Os explante foram cultivados em meio de 
crescimento  e  desenvolvimento  de  calos.  Os tratamentos  basearam-se nas  diferentes 
concentrações dos fitorreguladores e fonte de carbono. Calos com melhores qualidades 
foram obtidos quando usou-se as concentração de TDZ 0,01 mg.L-1 e 2,4-D 4 mg.L-1 em 
meio para crescimento primáro de calos e 6% (sacarose) e 2% glicose da concentração 
de açúcares em meio para desenvolvimento de embriões.
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Introdução
A  abertura  do  mercado  nacional  e  internacional  para  frutas  exóticas, 
principalmente  advindas  da  floresta  amazônica,  proporcionou  a  oportunidade  de 
expansão do cultivo e oferta dos produtos provenientes do cupuaçuzeiro (Theobroma 
grandiflorum (Willd.  ex.  Spreng.)  Schum.),  espécie  arbórea  com  excelente 
potencialidade de mercado para exploração da polpa (Alves, 2002). Entretanto, a falta 
de  material  genético  melhorado  associado  a  variabilidade  das  cultivares  e  o  fungo 
Moniliophthora  perniciosa,  causador  da  vassoura  de  bruxa, limitam  a  expansão  da 
cultura.  Como  alternativa,  técnicas  de  cultura  de  tecido  tornam-se  alternativa  para 
clonagem e multiplicação de materiais resistentes e homogênesos de cupuaçuzeiro. Foi 
a partir de protocolos já estabelecidos para cacaueiro (T. cacau), considerada até pouco 
tempo  única  espécie  do  gênero  cultivada  comercialmente,  que  baseamos  os 
experimentos  com o cupuaçuzeiro,  visando obter  calos  in  vitro em estaminóides  de 
cupuaçu, para posteriormente desenvolver um protocolo de embriogênese somática para 
essa espécie. Portanto, o trabalho atual se concentrou no estudo da primeira etapa do 
estabelecimento de um protocolo de multiplicação  in vitro para o cupuaçuzeiro,  que 
consiste no processo de calogênese.
Material e Métodos
Explantes  da  cultivar  BRS Codajás,  genótipo  186 foram adquiridos  do  Banco 
Ativo de Germoplasma da Embrapa Amazônia Oriental. Em câmara de fluxo laminar, 
os botões florais foram imersos em álcool 98% por 1 minuto, submetidos a solução de 
Ca(ClO)2 a 4% e mais 6 gotas de tween por 15 minutos, seguido de cinco lavagens com 
água destilada autoclavada.
Para cultivo dos estaminóides,  foram utilizados diferentes  meios  de cultura na 
seguinte ordem: PCG – crescimento primário de calos; SCG – crescimento secundário 
de  calos  e  ED –  desenvolvimento  de  explantes.  Os tratamentos  foram definidos  de 
acordo com a concentração de fitorreguladores e tempo de permanência em meio de 
cultura em cada meio de cultura. O meio PCG conteve sais e vitaminas DKW (Driver e 
Kuniyuki,  1987); suplementado com glicose 20 g.l-1,  L-glutamina  250 mg.l-1 e  mio-
inositol  100 mg.l-1,  TDZ 0,01 mg.L-1 e  2,4-D 4  mg.L-1 pH ajustado para  5,8;  semi 
solidificado com phytagel a 0,2% e autoclavado. Os explantes inoculados e mantidos 
em meio PCG por 14 dias foram definidos como T1 e T3, enquanto T2 e T4 ficaram 
durante 28 dias em meio de cultura PCG. Em seguida os tratamentos foram transferidos 
para meio de cultura constituído de sais WPM (Lloyd & McCown, 1980), vitaminas de 
Gamborg; 2,4-D 1,0 mg.l-1; BAP 0,05 mg.L-1; glicose 20 g.l-1; phytagel a 0,2 %; e pH 
ajustado para 5,8 antes da esterilização. Após 14 dias de cultivo em SCG, os explantes 
do tratamento  T1 e T2 foram transferidos  para meio  ED contendo sais  e vitaminas 
DKW, suplementado com sacarose 30 g.l-1; glicose 1 g.l-1; phytagel 0,2% como agente 
gelificante  e  pH ajustado para  5,8 antes  da  autoclavagem.  Os  tratamentos  T3 e  T4 
diferem na concentração de açúcares, em que o meio ED conteve sacarose 60 g.l-1 e 
glicose 2 g.l-1. Os tratamentos foram mantidos no escuro, à temperatura de 25 ± 3ºC, 
subcultivados  a  cada  14  dias  no  meio  ED.  O  experimento  constituiu  de  quatro 
repetições, representada por um frasco com 20 ml de meio de cultura por tratamento, 
com cinco explantes cada.
Resultados e Discussão
Os resultados foram avaliados após 150 dias de subcultivos, sendo visualizados 
três diferentes estádios de desenvolvimento (tabela 1). O estádio de desenvolvimento 
mais observado foi com calos pequenos, que exibem pouca massa calosa, geralmente na 
base dos explantes onde inicia a formação dos calos, sendo notado nos tratamentos T1, 
T3 e T4, com formação de 5%, 5% e 15%, respectivamente. Observou-se a formação de 
calos de tamanho médio apenas no tratamento T1, com massa de calos na base dos 
estaminóides  e  outros  pontos  do  explante.  O  desenvolvimento  de  calos  grande, 
caracterizado  por  intensa  multiplicação  de  células  cobrindo  todo  o  explante,  foi 
observado apenas no tratamento T3.
Tabela 1. Percentagem do grau de formação de calos em estaminóides de cupuaçuzeiro cultivados  in  
vitro quando submetidos a diferentes tratamentos. T1 (14 dias em meio PCG, SCG e EDn), T2 (28 dias  
em PCG, 14 dia em SCG e  EDn), T3 (14 dias em PCG, SCG e 28 dias em meio EDd), T4 (28 dias em 
PCG, 14 dias em SCG e 28 em EDd).
EDn: açúcares na concentração de 3 % e glicose 1%; EDd: açúcares na concentração de 6% e glicose 2%
Com relação à qualidade dos calos, o tratamento T1 exibiu calos com características não 
friáveis.(esponjoso e branco). Enquanto o tratamento T3 apresentou calos abundantes, 
todos  com  células  da  massa  calosa  redonda,  brilhosa  e  aspecto  friável,  sendo  este 
considerado  o  melhor  tratamento.  Os  estaminóides  do  T4  apresentaram  calos  com 
coloração clara na base, mas cobertos por massa calosa branca.  Ferreira et al. (2001) 
também observaram maior indução de calos em segmentos de eixos embrionários de 
cupuaçu cultivados em meio MS líquido contendo concentrações elevadas de 2,4-D (4 e 
Tratamentos
Calos
Pequeno Médio Grande
T1 5 10 0
T2 0 0 0
T3 5 0 15
T4 15 0 0
8  mg.L-1).  Esses  estudos  nortearão  experimentos  futuros,  visando  a  obtenção  de 
embriões somáticos de cupuaçu.
 
Conclusão
Calos com melhores qualidades foram obtidos em meio para crescimento primário de 
calos por 14 dias nas concentrações de TDZ 0,01 mg.L-1 e 2,4-D 4 mg.L-1  e 28 dias em 
meio para desenvolvimento de embriões com  6% de sacarose e 2% de glicose.
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